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PROCEDE DE REPARTITION DE GOUTTES D' UN LIQUIDS 
D * INTERET SUR UNE SURFACE 



Domaine technique 

La presente invention se rapporte a un procede 
de repartition localisee de gouttes d'un liquide 
d'interet sur une surface active, a l'utilisation de ce 
procede dans un laboratoire sur puce ou dans un 
microsysteme pour la chimie ou la biologie. La presente 
invention se rapporte egalement a des procedes de 
detection electrique, elect rochimique, chimique et 
optique d' au moins un compose susceptible d'etre 
present dans une goutte d'un liquide d'interet, et a un 
procede d' electropolymerisation de molecules presentes 
dans un liquide d'interet. 

La presente invention permet d'obtenir une 
mat rice de gouttes localisees, a haute densite, sur une 
surface, a partir d'un liquide d'interet. Elle permet 
d' assurer facilement la transition d'une chambre 
fluidique, appelee boite, et remplie par un liquide 
d'interet a une matrice de gouttes, ou micro-volumes, 
parfaitement localisees sur une surface placee dans 
ladite chambre fluidique, lorsque le liquide d'interet 
est evacue de ladite chambre fluidique. 

Par matrice de gouttes, on entend un 
arrangement determine desdites gouttes, sans qu'une 
forme geometrique particuliere dudit arrangement soit 
exigee. La matrice de gouttes peut etre ronde, carree, 
polygonale et m§me aleatoire, l'essentiel etant que les 
gouttes formees soient disposees de maniere localisee 
et determinee sur la surface conformement a 1' ob jectif 
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atteint par la presente invention. Par localisee, on 
entend circonscrite, individualisee et distincte des 
autres gouttes capturees volontairement sur ladite 
surface grace au procede de 1' invention. 
5 Chacune des gouttes peut etre soumise a une ou 

plusieurs operations destinees & analyser 
qualitativement et/ou quantitativement un ou plusieurs 
analyte(s) present (s) ou susceptible (s) d' etre 
present (s) dans le liguide d'interet, par exemple une 
10 molecule, un oligonucleotide, une proteine, etc. 
L' analyse des analytes dans la goutte peut etre 
realisee par toute technique connue de l'homme du 
metier pour effectuer des analyses, en particulier dans 
un volume de liguide aussi reduit qu'une goutte. II 
15 peut s'agir des techniques d' analyse utilisees sur les 
puces biologigues. L' analyse peut ou non faire 
intervenir la surface du dispositif de 1' invention 
recouverte par la goutte, suivant la mise en ceuvre de 
la presente invention. 
20 Chacune des gouttes forme un volume dans lequel 

des reactions chimiques ou biochimiques peuvent etre 
realisees. Toute reaction chimique ou biochimique 
connue de l'homme du metier peut etre realisee dans ce 
volume. Ces reactions peuvent ou non faire intervenir 
25 la surface du dispositif de 1' invention recouverte par 
la goutte, suivant la mise en ceuvre de la presente 
invention. Lorsque ces reactions font intervenir la 
surface du dispositif de 1' invention recouverte par la 
goutte, elles peuvent le faire avec une seule goutte ou 
30 plusieurs gouttes deposees successivement sur cette 
surface, ces gouttes successives etant constitutes d'un 
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seul ou de plusieurs liquides d' interet differents 
suivant la mise en oeuvre de la presente invention. Un 
exemple de reactions chimiques faisant par exemple 
intervenir deux liquides d' interet differents sur un 
5 dispositif de 1' invention est le suivant : au moyen 
d'une goutte d'un premier liquide d' interet, dep6t 
localise d'un film d'un polymere organique sur la 
surface couverte par cette goutte, puis, au moyen d'une 
goutte d'un deuxieme liquide d' interet, 

10 fonctionnalisation du film polymere organique depose 
sur cette surface. 

Selon la presente invention, analyse (s) et 
reaction (s) chimique (s) /biochimique (s) peuvent etre 
mises en ceuvre de maniere exclusive sur un dispositif 
15 conforme a la presente invention (analyse ou reaction), 
ou de maniere complement aire. Dans ce dernier cas, cela 
peut etre simultanement (reaction et analyse) ou 
successivement (reaction puis analyse ou analyse puis 
reaction) . En outre, plusieurs analyses et/ou plusieurs 
20 reactions peuvent se succeder. Par exemple, le 
dispositif de la presente invention peut 
avantageusement intervenir, d'une part dans la 
fabrication d'une carte, ou laboratoire sur puce (par 
exemple par des reactions chimiques permettant de 
25 deposer un polymere, puis de le f onctionnaliser) 
(« lab-on-chip ») , dans laquelle toutes les etapes 
necessaires aux analyses qualitatives et quantitatives 
d'un liquide d' interet sont integrees : manipulation de 
fluide, reactions chimiques et/ou biochimiques, puce de 
30 detection optique, electrigue et/ou chimique, etc. ; et 
d' autre part dans 1 'utilisation de cette carte, ou 
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laboratoire sur puce, pour effectuer des analyses 
qualitatives et/ou quantitatives dans des gouttes d'un 
liquide d' interet a analyser (reaction (s) 

chimique (s) /biochimique (s) et analyse). 

Dans la presente description, les references 
entre crochets [ ] renvoient k la liste de references 
annex^e . 



Art anterieur 

!0 Selon les applications envisages , cette 

invention se rapproche du domaine general de la 
formation de gouttes, du travail en micro-volume (s) , 
des matrices a haute density de gouttes. 

La formation de zones localisees pour isoler 

15 une phase liquide est repandue dans le domaine des 
puces biologiques, et notamment des puces k ADN. Pour 
ces applications, le volume r<§actionnel est souvent 
tres reduit pour economiser les produits biologiques et 
les r^actifs. 

20 Pour la formation de gouttes localis6es et de 

matrices a haute densite de gouttes, les societes 
Protogene Laboratories Inc. [1] et Affymetrix inc. [2] 
utilisent une technique utilisant un systeme de 
dispense automatism. Ces systemes conduisent a la 

25 formation de gouttes et de matrices k haute densite de 
plots ou de gouttes sur une surface. 

Cependant, outre le systdme de dispense de 
gouttes, ces techniques n6cessitent toutes 
1' utilisation d'un dispositif de displacement et 

30 d'alignement precis de ce systeme, ainsi qu'un 
dispositif pour 1' alimentation en liquide. Le cout de 
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cet appareillage est eleve. En outre, la densite 
maximale des matrices de gouttes qui peuvent etre 
formees est limitee par une coinbinaison entre la taille 
des gouttes dispensees et le pas minimal inter-plot du 
5 syst&me de dispense. 

Pour la formation de matrices k haute density 
de micro-cuvettes, deux families de proc<§d<§s 
significatifs peuvent £tre cites : la famille des 
proc<§des utilisant la formation d'un r£seau de cuvettes 
10 micro-fabriqu<§es par gravure dans une plaque de 
silicium pour realiser des amplifications d'ADN par PCR 
en micro-volumes de quelques picolitres, et la famille 
des procedes utilisant la formation de puits ou de 
canaux par photolithographie sur des resines 
15 photosensibles depos£es sur un substrat en plastique 
[3]. Avec ces techniques, le nombre de puits varie de 
100 k 9600 puits, avec des diametres de 60 k 500 ]im et 
des profondeurs de 5 a 300 pm. 

Cependant, les bords de ces cuvettes ne 
2 0 laissent pas de separation physique entre la phase 
liquide au sein de la cuvette et celle k l'ext<§rieur de 
celle-ci, autorisant done des connexions entre les 
cuvettes, et done des contaminations entre elles. En 
outre, ces dispositifs necessitent pour leur 
25 utilisation des syst^mes de dispense de gouttes, un 
dispositif de deplacement et d'alignement precis de ce 
systeme, ainsi qu f un dispositif pour 1' alimentation en 
liquide. On retrouve done les mgmes inconvenient s et 
probl^mes que ceux pr6cit6s . 
30 Pour la detection elect rique ou elect rochimi que 

dans les tests biologiques, un grand nombre de systemes 
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de detection electrique ou 61ectrochimique decrits dans 
la litterature ne permet pas de descendre sous le 
nanomolaire en termes de limite de detection, 
limitation souvent due au faible nombre d' electrons 
5 generis par chaque hybride. 

Les techniques faisant intervenir une 
accumulation enzymatigue permettent d' abaisser cette 
limite de detection aux environs du picomolaire du fait 
de 1' amplification elevee du nombre d'especes redox a 
10 detecter presentes dans le milieu reactionnel [4]. 
Cependant, cette methode d' amplification engendre un 
probleme pour les systemes multiplots connus 
actuellement car le compose redox diffuse et peut ainsi 
contaminer les plots voisins. 
15 Dans ce but,- la plupart du temps, 1' utilisation 

de structures tridimensionnelles (utilisation de 
compart iments) est recommandee dans la litterature. Par 
exemple, Infineon [6] propose des murs en polymeres et 
un systeme de migration des molecules par des forces 
20 electrigues, de maniere a les confiner dans un volume 
defini et a eviter ainsi la contamination inter-plots. 
Malheur eusement, des problemes de remplissage fluidique 
peuvent etre rencontres avec ce genre d' approche 
lorsgu'on souhaite par exemple travailler en veine 
25 liquide tres fine. La aussi, un dispenseur de goutte 
devient indispensable. 

II existe done un reel besoin d'un proc6d6 
permettant d' obtenir aisement une matrice de gouttes 
haute densite a partir d'un liquide d'interet, 
30 utilisable sans aucun appareillage de dispense de 
gouttes, facile a utiliser, permettant d' eviter 
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ef ficacement des contaminations entre les gouttes, et 
qui peut §tre utilise de maniere tres souple avec tous 
les procedes actuellement connus de l'homme du metier 
pour analyser collectivement ou individuellement des 
5 micro-volumes, par exemple sur un laboratoire sur puce, 
qu f il s'agisse d'un proc6de chimique, <§lectrique ou 
optique ou d'une combinaison de ces proc6d6s. 



Expose de 1' invention 

10 La present e invention r6pond precis&nent a ce 

besoin, et k d' autres encore, expliques ci-dessous, en 
fournissant un procdd§ de repartition localisee de 
gouttes d'un liquide d'interet sur une surface active 
d'un substrat, ledit proc6d6 comprenant les etapes 

15 suivantes : 

- une introduction du liquide d'interet dans 
une boite via des moyens d' introduction, ladite boite 
enfermant ladite surface active, et 

une extraction du liquide d'interet de 
20 ladite boite via des moyens d' extraction, 

ladite surface active ainsi que les autres 
surfaces a l'intdrieur de la boite etant sensiblement 
non mouillantes vis-k-vis du liquide d'int£r§t k 
1' exception de plusieurs zones de capture localisees, 
25 fornixes de maniere d6termin6e sur ladite surface 
active, qui sont chacune appropriates pour capturer une 
goutte du liquide d f int6r§t, 

lesdits moyens d' introduction et d' extraction 
du liquide d'int6r§t dans la boite etant disposes de 
30 telle maniere que lorsque le liquide d'int6r§t est 
introduit dans la boite, il couvre lesdites zones de 
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capture, et lorsque le liquide d'int«§r§t est extrait de 
la boite, une goutte dudit liquide d'int6r£t reste 
captive de mani&re repartie et localisee sur chaque 
zone de capture. 
5 Dans le contexte de la presente invention, un 

liquide est dit « d' int£r§t » d&s lors que ce liquide 
est destine h etre capture par des zones de capture 
dans un proced<§ conforme ci la presente invention, pour 
former une matrice de gouttes de ce liquide. 

10 Par « liquide d'interet », on entend tout 

liquide susceptible de necessiter une disposition en 
matrice de gouttes sur un support, par exemple dans un 
but analytique et/ou chimique et/ou biochimique . Par 
« but chimique et/ou biochimique », on entend toute 

15 reaction chimique et/ou biochimique qui peut §tre 
r<§alis6e dans un liquide. Par « but analytique », on 
entend toute analyse qualitative et/ou quantitative qui 
peut §tre realisee dans un liquide. 

Le liquide d'interet peut £tre organique ou 

20 aqueux. II peut s'agir d' un quelconque des liquides 
actuellement manipul^s en laboratoire ou dans 
1' Industrie, par exemple sur des laboratoires sur puce. 
II peut s f agir par exemple d'un liquide choisi parmi 
une solution, un solvant, un reactif, un £chantillon, 

25 un extrait cellulaire, un pr£16vement provenant d'un 
organisme animal ou vegetal, un prelevement effectu6 
dans la nature ou dans 1' Industrie, etc. II peut s'agir 
d'un liquide biologique ou chimique, par exemple d'une 
solution dans laquelle une reconnaissance biologique 
30 (par exemple prot6ine/prot<§ine ; hybridation d' acides 
nucleiques ; antigene/anticorps, etc.) doit §tre 
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realis£e et/ou d<§tectee. Ce liquide d'interet peut §tre 
un liquide dilue, si necessaire, pour son utilisation 
avec le dispositif de la presente invention, comme cela 
peut se faire sur les laboratoires sur puce. Un produit 
5 solide peut etre mis en solution pour constituer un 
liquide d f int£ret au sens de la presente invention. Ce 
produit solide peut §tre choisi par exemple parmi un 
produit chimique ou biochimique, un r6actif, un 
mat^riau k analyser f un prelevement provenant d'un 
10 organisme animal ou vegetal, un prelevement effectue 
dans la nature ou dans l f Industrie, etc. L'homme du 
metier connait la manipulation de tels produits et 
liquides d'int<§r§t. 

De maniere g<§n6rale, le procede de 1' invention 
15 peut §tre utilise dans un laboratoire sur puce, dans un 
microsyst&me pour la chimie ou la biologie, tel qu'un 
microsyst&me d' analyse, ou dans une puce biologique 
(biopuce) , par exemple choisie dans le groupe const itu6 
des puces a ADN (acide d<§soxyribonucleique) , & ARN 
20 (acide ribonucl^ique) , des puces k proteines, des puces 
k anticorps, des puces a antig^nes, des puces a 
cellules, etc. 

Le proced6 de 1' invention utilise une boite. 
Cette boite peut etre ouverte ou fermee. Elle peut etre 
25 utilis<§e uniquement pour obtenir une repartition 
localis<§e de gouttes du liquide d*inter§t sur la 
surface active suivant le proc6d6 de 1' invention. Elle 
peut aussi §tre utilis6e pour confiner les gouttes 
reparties localement sur la surface active et/ou 
30 effectuer des reactions chimiques ou biochimiques et/ou 
des analyses qualitatives et/ou quantitatives sur ou 
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dans ces gouttes. La boite peut done constituer un 
veritable laboratoire miniature (laboratoire sur puce) . 

Les dimensions de cette boite dependent 
notamment des dimensions du substrat comportant la 
5 surface active choisie pour la mise en oeuvre du procede 
de 1' invention mais aussi, le cas echeant, de la 
presence de dispositifs d' analyse ou microsyst^mes 
additionnels qui peuvent etre joints dans ladite boite, 
par exemple d' autres laboratoires sur puce, pour la 
10 mise en oeuvre du procede de 1' invention. Ces dimensions 
peuvent descendre en dessous du cm pour le cote le plus 
grand de la boite. 

La boite peut etre constitute par exemple d'un 
materiau choisi dans le groupe constitu6 par un 
15 polymere organique, une matiere plastique elastomere, 
un verre, du m6tal, du silicium, une resine 
photosensible, ou par tout materiau connu de l'homme du 
metier . et permettant la mise en oeuvre de la presente 
invention. Par exemple, il peut s'agir d'un polymere 
20 choisi groupe comprenant les polycarbonates, les 
polydinu§thylsiloxanes , les polymethylmetacrylates , les 
polychlorobiphenyles et les copolymeres de 
cyclool^f ines . 

Le materiau de la boite est gentralement choisi 
25 en fonction du type du liquide d'inttret a repartir en 
gouttes, de 1' utilisation de la boite (simplement 
immersion ou immersion et analyses) et en fonction des 
specifications de coQt du fabriquant. 

Les boites utilisables sont de preference 
30 suffisamment Stanches pour eviter par exemple les 
fuites lors de 1' immersion dans celles-ci de la surface 
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active, les contaminations pouvant provenir de 
l'ext£rieur de la boite, par exemple bacterienne, 
chimiques, etc., et 1' evaporation de la, ou des, 
goutte(s) capturee(s) par la, ou les, zone(s) de 
5 capture apr£s 1' extraction du liquide d'interet de la 
boite. 

Les boites utilisables peuvent comprendre un 
capot pour leur montage, mais aussi, dans certaines 
applications, pour leur ouverture ou leur fermeture, 
10 notamment afin de pouvoir retirer de celles-ci le 
substrat avec sa surface active apres 1' avoir mis en 
contact avec 'le liquide d'int6r§t et/ou ou apres les 
analyses ou reactions dans les gouttes. La boite peut 
alors comprendre des moyens de fixation amovibles du 
15 substrat. Si la boite comprend un capot, il sera de 
preference suffisamment 6tanche pour ne pas perturber 
1' immersion de la surface active. 

Le capot peut §tre constitu£ d'un mat§riau tel 
que ceux pr6cit6s pour la boite. II peut §tre fabriqu<§ 
20 par exemple par moulage, par emboutissage, par gravure 
ou par erosion mdcanique, etc. II peut ensuite §tre 
fixe definitivement sur la boite pour la fermer, par 
exemple par collage, compression, plaquage ou par tout 
autre moyen connu de 1'homme du metier et assurant la 
25 tenue et 1' etancheit(§ requise pour 1' utilisation de 
celle-ci. II peut aussi §tre fix«§ sur la boite de 
mani^re amovible, tou jours en assurant la tenue et 
l'6tanche§it(§ requise pour 1' utilisation de celui-ci, 
afin que la m§me boite ainsi constitute puisse servir k 
30 1' immersion successive differents substrats avec 
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differentes surfaces actives, pour former plusieurs 
matrices de gouttes. 

De preference, le materiau de la boite, et, le 
cas echeant, de son capot, est, a l'interieur de celle- 
5 ci, sensiblement non mouillant vis-a-vis du liquide 
d'interet. En effet, ceci permet d'6viter que des 
gouttes adherent aux surfaces internes de la boite, 
apres 1' extraction du liquide d'int^rSt, et tombent sur 
la surface active et viennent gener les analyses et 
10 reactions sur les gouttes reparties localement sur la 
surface active. Des traitements de surface peuvent etre 
necessaires pour obtenir ce resultat, par exemple tels 
que ceux decrits ci-dessous pour la surface active. 

Les boites fermees utilisables comprennent des 
15 moyens d' introduction et d' extraction du liquide 
d'int6r§t de ladite boite. II n'y a pas de limitation 
dans la position, la forme et la fonction de ces moyens 
autres que celles-ci : ces moyens doivent permettre 
1' introduction puis 1' extraction du liquide d'int6r§t 
20 de la boite ; et ils doivent etre disposes de telle 
maniere que lorsque le liquide d'interet est introduit 
dans la boite, il couvre la ou les zone(s) de capture, 
et lorsque le liquide d'int6r§t est extrait de la 
boite, une goutte du liquide d'interet reste captive 
25 par zone de capture. Ces moyens peuvent comprendre des 
ouvertures formees sur la boite. Ces ouvertures peuvent 
§tre disposdes sur le dessus ou les cot6s du capot ou 
de la boite, ou encore k t ravers le substrat. Le 
liquide d'interet peut entrer puis sortir de la boite 
30 par deux ouvertures differentes, une ouverture pour 
1' introduction du liquide d'interet dans la boite, et 
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une ouverture pour 1' extraction du liquide d'int^ret de 
la bolte. Le liquide d'int6r§t peut aussi entrer puis 
sortir de la boite par une seule des deux ouvertures, 
une deuxieme ouverture servant h autoriser 1' extraction 
5 du liquide d*int6ret, soit en laissant passer 1'air 
appele par 1' extraction, soit en injectant par cette 
deuxi&me ouverture un fluide gazeux permettant de 
pousser le liquide d'int6r§t hors de la boite. Ces 
ouvertures peuvent §tre disposees sur le capot ou sur 

10 les parois de la boite, par exemple par gravure, 
emboutissage, moulage, exposition a la lumiere pour une 
resine photosensible, pergage m^canique, etc, 

Les moyens pour introduire le liquide d'inter§t 
dans la boite peuvent comprendre en outre tout moyen 

15 approprie connu de l'homme du metier pour injecter un 
liquide dans une boite, notamment ceux utilises dans le 
domaine des laboratoires sur puce et des microsyst^mes . 
II peut s'agir par exemple d'une seringue, d'une 
pipette, d'une micropipette, d'une pompe d' injection, 

20 etc. 

Les moyens d' extraction du liquide 
d'int^ret de la boite peuvent §tre tout moyen approprie 
connu de l'homme du metier pour extraire un liquide 
d'une boite. L'essentiel est que la ou les goutte (s) 

25 captur6e(s) par la zone de capture ne soient pas 
entrain^es lors de 1' extraction du liquide d'interet. 
Par exemple, les moyens d' extraction peuvent comprendre 
une pompe d' aspiration du liquide d'int6r§t hors de la 
boite : l'etape d' extraction consiste alors k aspirer 

30 le liquide d'int6r§t de ladite boite* Par exemple 
aussi, les moyens d' extraction peuvent comprendre une 
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pompe d' injection d'un fluide gazeux dans la boite : 
1'etape d' extraction consiste alors a injecter un 
fluide gazeux dans la boite de maniere k expulser le 
liquide d'inter§t de ladite boite. Avantageusement , le 
5 fluide gazeux injects peut §tre sature en vapeur du 
liquide d'inter^t par toute technique connue de l'homme 
du metier. En outre, de manidre g6n6rale, les 
ouvertures ou connexions de la boite vers l'ext^rieur 
peuvent avantageusement §tre relives k des reserves de 

10 gaz sature en vapeur de la phase liquide d'int^ret, ce 
qui a pour avantage d'6viter 1' evaporation des gouttes 
une fois fornixes / en particulier lorsque les dimensions 
de la boite et du substrat utilises sont tr&s faibles. 
Le gaz ou fluide gazeux peut §tre de l'air, ou un gaz 

15 neutre si necessaire. 

Le substrat peut §tre constitu6 de tout 
mat^riau appropri6 pour mettre en ceuvre la pr£sente 
invention. II peut s'agir par exemple d'un des 
mat^riaux de base utilises pour fabriquer les 

20 laboratoires sur puce, des puces biologiques, 
microsyst^mes, etc. II peut s'agir par exemple d'un 
mat^riau choisi dans le groupe constitue de silicium, 
d'oxyde de silicium, de nitrure de silicium, de verre, 
d'un polym^re organique, et d'un metal ou d'un alliage 

25 de m6tal. Les polymdres organiques peuvent §tre par 
exemple choisis dans le groupe comprenant les 
polycarbonates, les polydim6thylsiloxanes, les 
polym6thylm6tacrylates, les polychlorobiph^nyles et les 
copolymferes de cyclool^f ines . Le m6tal peut etre choisi 

30 par exemple dans le groupe const itu6 par Au, Ti, Pt, 
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Al, Ni, et l'alliage de metal peut etre de l'acier 
inox. 

Le substrat peut constituer une des parois de 
la boite. Les parois constituant la boite peuvent alors 
5 etre monttes k partir du substrat, par exemple par 
collage ou compression/ pourvu que la surface active 
soit dans la boite. 

La surface active peut §tre constitute de tout 
mat6riau sensiblement non mouillant vis-^-vis de le 

10 liquide d'inttret et approprie pour mettre en oeuvre la 
presente invention. En effet, le f onctionnement du 
procedt de la presente invention repose en partie sur 
le fait que la surface active ne retient pas ou tr£s 
peu le liquide d f int6ret, ce qui permet un d6-mouillage 

15 total, facile, sans retention de liquide d'int6r§t sur 
la surface, et ceci sans stchage. Ainsi, les gouttes de 
liquide d'int6r§t sont capturtes stlectivement et 
exclusivement par la, ou les, zone(s) de capture, et 
sont circonscrites a ces zones, ce qui 6vite tout 

20 probl^me de contamination entre les gouttes capturtes. 

Le mat£riau de la surface active est done 
notamment choisi en fonction du liquide d'interet & 
partir duquel une matrice de gouttes doit etre formee, 
mais aussi en fonction du substrat, des zones de 

25 capture, et le cas echeant, en fonction de zones de 
travail arrangtes avec ces zones de capture (les zones 
de travail sont dtfinies ci-dessous) . II peut §tre 
dispose sur le substrat par modification chimique ou 
par depot. II peut s'agir 6galement du substrat lui- 

30 meme s'il est constitut d' un mat6riau sensiblement non 
mouillant vis-&-vis du liquide d'int6r§t. 
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Par exemple, lorsque le liquide d'int£ret est 
aqueux, le materiau formant la surface active est 
avantageusement hydrophobe. Par exemple, dans les 
exemples de materiaux precit£s constituant le substrat, 
5 la surface du substrat peut §tre rendue non mouillante, 
ici hydrophobe, par modification chimique, par exemple 
par silanisation avec un silane porteur de fonctions 
hydrophobes, par exemple 1H, 1H, 2H, 2H-perf luorod£cyl- 
trichlorosilane . II peut s'agir par exemple aussi d'un 

10 d6p6t de teflon liquide sur plateau tournajrit ; d'une 
silanisation en phase gazeuse de silane hydrophobe ; de 
1 'utilisation de silane hydrocarbone, par exemple du 
type octadecyltrichlorosilane . Les materiaux et 
proc6d£s utilisables pour la mise en oeuvre de telles 

15 modifications chimiques sont connus de l'homme du 
metier. Un exemple de realisation est donn6 ci-dessous. 

Le traitement permettant de rendre la surface 
du substrat non mouillante vis-^-vis du liquide 
d'inter^t peut §tre r£alis6, avant ou apr£s la 

20 formation de la, ou des, zone(s) de capture et/ou de 
la, ou des, zone(s) de travail correspondantes . Ces 
dernieres seront eventuellement protegees au cas ou il 
est realise aprfes celles-ci. 

La forme et la taille de cette surface active, 

25 et done aussi du substrat sur lequel elle est formee, 
n' ont pas d' importance pour le f onctionnement du 
precede de 1' invention. Elles sont g6neralement 
determines en fonction du nombre de zones de gouttes 
de liquide d f inter§t a former sur cette surface et des 

30 specifications de cout . Toutefois, afin d' eviter des 
retentions non pr6vues de liquide d f interet sur la 
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surface, de preference, elle est choisie plane- Par 
exemple, la surface active peut avoir une forme et une 
taille • comparables aux plaquettes utilis£es pour la 
fabrication de laboratoires sur puce et des 
5 microsystemes d' analyse et de detection connus de 
l'homme du metier. 

La surface du substrat utilis6e dans le proc6d6 
• de 1' invention (surface active) est modifi6e 
(structuration) afin de creer des zones localisees 

10 mouillantes vis-^-vis du liquide d'int^ret, c f est k 
dire de forte af finite pour le liquide d'int6r§t, ou au 
niveau desquelles le liquide peut §tre retenu par des 
forces capillaires. Ces zones sont appelees « zones de 
capture »• Le terme « localise » est d§fini ci-dessus. 

15 En faisant ruisseler un peu de liquide d'int6r§t sur la 
surface active, les zones de capture capturent, ou 
retiennent, une goutte de liquide d'int£r§t, alors que 
la surface active, sensiblement non mouillante vis-^- 
vis du liquide d'interet, ne retient pas ou tres peu de 

20 liquide d'int6r§t. En cessarit le ruissellement , seules 
les gouttes de liquide d'int6r§t retenues localement 
par les zones de capture restent sur la surface active. 

Une multitude de solutions peuvent etre 
envisages pour former ces zones de capture sur la 

25 surface active du substrat : traitement chimique de 
surface pour augmenter localement 1' affinity avec le 
liquide, par exemple par greffage de molecules avec 
groupements specif iques, 61ectro-mouillage localise 
grace k des micro-61ectrodes, micro— cuvettes formees 

30 par des couronnes en relief sur la surface, micro- 
cuvettes gravies en profondeur, etc. En effet, la, au 
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moins une f zone de capture peut etre une zone de 
capture chimique, electrique ou physique d'une goutte 
de liquide d'inttret. II peut s'agir de tout type de 
zone, localiste, qui permet de capturer une goutte de 
5 liquide d'inttrSt par simple contact de cette zone avec 
le liquide d'int6r§t. 

A titre d' exemple, il peut s'agir d'une zone de 
capture par mouillage. En effet, la zone de capture 
peut §tre constitute d'un materiau support qui est 

10 dispose de maniere d£terminee sur ladite surface active 
ou sur le substrat et qui, si necessaire, peut etre 
modifie chimiquement pour le rendre mouillant vis-^-vis 
du liquide d'int6r£t, par exemple par greffage sur 
celui-ci d'une fonction chimique mouillante vis-a-vis 

15 dudit liquide d'inter§t. 

Par exemple, ce materiau support peut §tre 
constitu£ d'un mattriau choisi dans le groupe constitut 
du silicium, de l'oxyde de silicium (Si02> ; du verre ; 
du nitrure de silicium (Si3N 4 ) ; des polym&res, par 

20 exemple des polymdres organiques tels que ceux choisis 
dans le groupe comprenant les polycarbonates, les 
polydimtthylsiloxanes, les polym6thylm6tacrylates, les 
polychlorobiphtnyles et les copolym^res de 
cycloolef ines ; et d'un m6tal ou d'un m6tal ou d'un 

25 alliage mttallique, par exemple choisi parmi Al, Au, ou 
l'acier inox. 

Par exemple, la fonction chimique mouillante 
vis-^-vis d'un liquide d'inttret aqueux peut §tre 
choisie dans le groupe constitut d'une fonction alcool, 

30 alcoolate, acide carboxylique, carboxylate, acide 
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sulfonique/ sulfonate, oxyamine, hydrazine, amine et 
ammonium. 

Par exemple, le precede dtcrit dans le document 
[9] ou [10] peut §tre utilise pour fabriquer ce type de 
5 zone de capture. 

A titre d' exemple aussi, en particulier lorsque 
. le procedt de 1' invention est destine k repartir des 
gouttes du liquide d'intertt aqueux, et lorsque la 
surface active ou le substrat est & base de silicium, 

10 la zone de capture peut etre constitute de silicium 
noir hydrophile, qui peut etre form£ tres facilement 
sur une telle surface par gravure. La zone gravee 
devient particulitrement mouillante vis-^-vis d'un 
liquide d' inttret aqueux. La zone gravee ne necessite 

15 pas d r autre modification chimique pour etre mouillante 
vis-^- vis des solutions aqueuses . Cet exemple de 
realisation est done tres economique. Par exemple le 
document [11] expose un protocole de laboratoire pouvant 
§tre utilise pour fabriquer ce type de zones de 

20 capture. 

• A titre d' exemple aussi, la zone de capture 
peut §tre une Electrode de capture par mouillage. 
Suivant cet exemple, la zone de capture, ici une 
Electrode, peut etre constitute par exemple d'un 

25 mattriau choisi dans le groupe constitue des metaux 
nobles, par exemple Au, Pt, Pd, Ti, Ni, Al, etc., ou un 
alliage de mttaux nobles ; de carbone ; de graphite ; 
et d'oxyde d' indium et d'etain (ITO) ; ledit mattriau 
etant rendu mouillant par tlectrodtposition sur celui- 

30 ci d f un polymtre conducteur d f 61ectricit6 sur lequel 
est fixte une fonction chimique mouillante vis-&-vis du 
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liquide d'interet. Le polymere conducteur d' electricite 
peut §tre un des polymeres utilises dans la fabrication 
des laboratoires sur puce, II peut etre choisi par 
exemple dans le groupe constitue du polypyrrole/ de la 
5 polyaniline, du polyazulene, d'un polythiophdne, du 
poly indole, du polyfurane, du poly fluorine La fonction 
chimique mouillante peut §tre par exemple une des 
fonctions chimiques mouillantes cities ci-dessus . Sa 
fixation sur le monomere avant polymerisation ou sur le 

10 polymere une fois qu'il est forme peut etre effectuee 
par les techniques classiques de chimie. Un exemple de 
proced6 de fabrication de ce type de zone de capture 
utilisable pour mettre en oeuvre le proc^de de la 
pr^sente invention peut etre trouve dans le document 

15 [4] . 

A titre d' exemple aussi, la zone de capture 
. peut etre une zone de capture d'une goutte du liquide 
d'interet par des forces capillaires. II peut s'agir 
par exemple d'une gravure de, ou une saillie sur, la 

20 surface active permettant de capturer la goutte par des 
forces capillaires. Ces gravures ou saillies peuvent 
etre r^alisees par exemple par gravure direct e du 
substrat ; par d6p6t d'un materiau a la surface d'un 
substrat plan, par exemple par couchage, Evaporation, 

25 pulverisation, ou dep6t electrochimique, puis gravure 
en conjonction avec un procedE classique de 
photolitoghraphie, par exemple par couchage de r^sine, 
insolation et definition de motifs, ou gravure ; par 
definition directe de motifs par photolithographie dans 

30 des polymeres photosensibles, par exemple dans le cas 
de resines photosensibles ; moulage ou emboutissage de 
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mat£riaux plastiques. Ces proc£des sont connus de 
1'homme du metier. L'essentiel est que ces gravures ou 
saillies qui forment ces zones de capture permettent de 
capturer, de mani^re localisee, par capillarity, une 
5 goutte du liquide d'inter§t. 

A titre d' exemple encore, les zones de capture 
peuvent §tre en cuvette sur le sub st rat, ou en 
saillies, const ruites de manidre k former des bordures 
sur ladite surface active. De preference les bordures 

10 ne se touchent pas entre elles, elles n'ont pas de bord 
commun, et elles forment chacune une cuvette sur la 
surface du substrat destinee capturer une goutte du 
liquide d*inter§t. La figure 11 annex^e est une 
representation schematique en coupe de deux types de 

15 cuvettes utilisables dans le procede de 1' invention : & 
gauche des cuvettes (c s ) « enfonc£es » dans un substrat 
(S a ) w et k droite des cuvettes (c) fornixes gr&ce k leur 
bordure (b) sur un substrat (S) . A droite, un espace 
libre reste disponible entre les cuvettes (c) pour 

20 1' 6coulement du liquide d'interet. La fabrication des 
bordures ou cuvettes peut §tre r6alis6e par exemple par 
gravure directe du substrat ; depot d'un materiau k la 
surface d'un substrat plan, par exemple par couchage, 
evaporation, pulverisation, ou depfit eiectrochimique, 

25 puis gravure en conjonction avec un procede classique 
de photolitoghraphie, par exemple par couchage de 
r£sine, insolation et definition de motifs, ou 
gravure ; definition directe de motifs par 
photolithographie dans des polym£res photosensibles, 

30 par exemple dans le cas de r£sines photosensibles ; 
moulage ou emboutissage, par exemple de materiaux 



WO 2005/042164 



22 



PCT/FR2004/050527 



plastiques ou du substrat formant la surface active. 
Ces procedes sont connus de l'homme du metier. Elles 
peuvent en particulier etre fornixes durant la derniere 
etape d'un empilement technologique de plusieurs 
5 couches sur le substrat. Les couches inferieures 
pourront contenir des actionneurs ou des detecteurs 
m§caniques, optiques ou 61ectroniques, par exemple de 
type MEMS ou MEMS optique ("Micro Electro Mechanical 
System") ou encore des molecules greff6es d'interet 
10 chimique ou biologique destines k former une zone de 
travail. 

Lorsque le liquide d'int£r§t est aqueux, la 
zone de capture est de toute preference une zone 
hydrophile et la surface active sensiblement non 

15 mouillante est de toute preference hydrophobe. Ainsi, 
la zone de capture peut capturer la goutte du liquide 
d'interet par des interactions de type 

hydrophile/hydrophobe avec le liquide d'interet. De 
mani&re g§n6rale, la zone de capture capture localement 

20 la goutte de ' liquide d'inter§t du fait d'une 
mouillabilit6 (chimique ou capillarite) de la zone de 
capture pour le liquide d T inter§t plus importante que 
celle de la surface active. 

Selon 1' invention, les zones de capture 

25 localises, reparties de mani^re d6termin£e sur ladite 
surface active, peuvent former une matrice. Par matrice 
de gouttes, on entend un arrangement d6termin6 desdites 
gouttes, sans qu'une forme g6om6trique particuli£re 
dudit arrangement soit exigee. La matrice de gouttes 

30 peut etre ronde, carree, polygonale et m§me aleatoire, 
1'essentiel 6tant que les gouttes fornixes soient 
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disposees de manifere localisee et d6termin6e sur la 
surface conf orm^ment a l'objectif atteint par la 
pr^sente invention. Par localisee, on entend 
circonscrite, individualist et distincte des autres 
5 gouttes capturees volontairement sur la surface active 
grace au proc6d6 de 1' invention. 

Selon 1' invention, la zone de capture peut 
avoir n' importe quelle forme, pourvu qu'elle capture 
une goutte du liquide d'int£r§t. Cette zone peut §tre 

10 choisie, k titre d'exemple, parmi une forme annulaire, 
en 6toile, en rectangle, en carr6, en triangle, en 
ellipse, ou en polygone ayant de 4.k 20 cotes, ou toute 
autre forme convenant k la mise en oeuvre de la presente 
invention. En g£n6ral, elle est sous forme de bande. 

15 En outre, chaque zone de capture peut etre 

arrang^e avec au moins une zone de travail (d6finie ci- 
dessous) form^e sur ladite surface active de telle 
mani^re que cette zone de travail soit en contact avec 
la goutte du liquide d'int£r£t lorsqu'elle est captur^e 

20 par ladite zone de capture. De pr6f6rence, au moins une 
zone de capture a une forme annulaire, ouverte ou 
fermee, qui entoure la, au moins une, zone de travail 
arrangee avec elle. Par ailleurs, une zone de capture 
d' une goutte de liquide d'interet peut entourer 

25 plusieurs zones de travail, par exemple de 2 k 4 ou 
plus, pourvu que, lorsqu'une goutte du liquide 
d'int6r§t est captur^e par la zone de capture, cette 
goutte recouvre, au moins partiellement , toutes les 
zones de travail qui sont entour^es par cette zone de 

30 capture. 
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Par zone de travail, on entend une zone au 
niveau de laquelle des operations physiques et/ou 
chimiques et/ou optiques peuvent §tre menees dans la 
goutte capturee par la zone de capture avec laquelle 
5 elle est arrangee. Ainsi, selon 1' invention, la, au 
moins une, zone de travail peut etre une zone 
d f interaction choisie parmi une zone d' interaction 
61ectrique, chimique, m^canique, optique avec ladite 
goutte de liquide d'int£r§t capturee, ou une zone au 

10 niveau de laquelle plusieurs de ces interactions sont 
utilis^es simultan£ment ou successivement . 

A titre d'exemple, la zone de travail peut etre 
une zone d' interaction chimique avec la goutte de 
liquide d'interet capturee, avec ou sans microcellule 

15 61ectrochimique - La zone de travail peut par exemple 
comporter des fonctions ou des r^actifs chimiques ou 
biologiques pr£ts k r6agir avec une cible de ces 
fonctions ou de ces r^actifs pr^sente dans un liquide 
d'int6r§t. Cette zone de travail peut 6tre choisie 

20 parmi celles connues de l'homme du metier dans le 
domaine des puces biologiques (puces commercialisees 
par AGILENT, CIPHERGEN, EUROGENTEC) . La difference du 

dispositif de la presente invention avec ces puces de 
l'art ant6rieur reside surtout en la presence de la 

25 zone de capture d'une goutte de liquide d'int6r§t 
arrangee avec ladite zone de travail. Cette zone de 
travail peut §tre fabriquee par exemple par 
silanisation puis immobilisation de la sonde biologique 
comme cela est decrit par exemple dans le document [12]. 

30 Cette zone de travail peut §tre par exemple une 

zone f onctionnalis^e par une molecule chimique 
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(« sonde ») destinee ci interagir avec une cible 
susceptible d'etre present e dans un liquide d'inter§t. 
La molecule chimique (« sonde ») peut etre choisie par 
exemple dans le groupe constitue par les molecules 
5 porteuses de fonction silanol, les complexes 
organom§talliques (par exemple du rhodium lie a des 
phosphines chirales telle s que le BINAP (marque de 
commerce) , la DUPHOS (marque de commerce) intervenant 
dans des reactions d'hydrogenation, ou bien des 

10 complexes du ruthenium intervenant par exemple dans des 
syntheses de cetones insaturees) et les catalyseurs & 
base de m6taux (par exemple palladium supporte sur 
silice, chlorure d" aluminium) . La « cible » 
correspondante k chacune de ces fonctions chimiques 

15 (« sondes ») peut etre par exemple choisie dans le 
groupe constitu6 des silanes (par exemple tri-, di— , 
mono-6thoxysilane ou tri-, di-, mono-chlorosilane) , des 
composes alc6niques (par exemple les 

d6hydxoaminoacides) , des d£riv6s alcools allyliques 

20 (par exemple le 3-buten-2-ol) , des composes aromatiques 
chlores (par exemple mono-, di-, tri-chloroph6nol) , des 
melanges de composes aromatiques et de reactifs 
halogen^s (par exemple benzene et brome, ou benzene et 
chlorure d'ac^tyle) ♦ 

25 La zone de travail peut comport er par exemple 

un polymere f onctionnalis6 par une sonde biologique 
telles que celles cities ci-dessus, dans le but de 
fixer une cible correspondante susceptible d'etre 
pr6sente dans un liquide d'inter§t pour la detecter, 

30 par exemple optiquement. Par exemple, sur un substrat 
tels que ceux pr6cit6s, cette zone de travail peut §tre 
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obtenue selon les methodes decrites dans le document 
[13]. 

A titre d' exemple 6galement, selon 1' invention, 
la zone de travail peut etre une zone d' interaction 
5 electrique, par exemple une microcellule 

electrochimique. Une microcellule Electrochimique est 
un dispositif possedant au moins deux electrodes , 
pr<§f Erentiellement coplanaires, formant une Electrode 
de travail et une contre-electrode. Elle peut 6galement 

10 posseder une Electrode de reference. Ces Elements sont 
connus de l'homme du metier et les procEdEs de 
fabrication connus de l'homme du metier sont 
utilisables pour fabriquer cette zone de travail, par 
exemple le procEdE decrit dans le document reference 

15 [8] . La zone de travail constitue alors un veritable 

microreacteur electrochimique qui utilise les gouttes 
de liquide d'int6r§t capturEes par les bordures comme 
milieux reactionnels, et plus pr<§cis<§ment comme milieux 
Electrochimiques . Chaque rEacteur Electrochimique 

20 (bordure + zone de travail' sous forme de microcellule 
electrochimique + goutte de liquide d' intEret capturee) 
suivant cette premiere forme de realisation de la 
prEsente invention peut etre utilise pour rEaliser 
toute reaction et/ou analyse Electrochimique connue de 

25 l'homme du metier. 

Le proc6d6 de . 1' invention utilisant ces 
reacteurs electrochimiques peut servir par exemple h 
effectuer des reactions d' ElectropolymErisation 
localisEe d'un ou de plusieurs monomEre(s) present (s) 

30 dans la goutte (polymerisation ou copolymerisation) 
et/ou d' Electro-gref fage localise d'une ou de plusieurs 
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molecule (s) chimique(s) presente(s) dans la goutte du 
liquide d*int6ret sur une des electrodes de la 
microcellule- Dans cet exemple, le liquide d' interet 
peut etre un liquide contenant les reactifs n6cessaires 
5 k 1' 61ectropolym6risation ou & 1' §lectrogref f age 
desire. La polymerisation et le greffage sont alors 
avantageusement localises au niveau de chaque goutte du 
liquide d' int6r§t captur£e par chaque zone de capture. 
De telles reactions d' electropolym6risation ou greffage 

10 localises peuvent §tre utilis^es par exemple pour la 
fabrication de puces biologiques ou systemes d' analyse - 

Dans un exemple particulier de mise en ceuvre du 
proced6 de 1' invention, la microcellule electrochimique 
peut etre utilisee d' abord pour « f abriquer » les zones 

15 de travail, et ensuite, par exemple, pour utiliser ces 
zones de travail pour 1' analyse des gouttes d' un 
liquide d f int6r§t k analyser. Par exemple, si les zones 
de travail doivent comprendre un polym^re organique 
f onctionnalis6 par une sonde, par exemple une sonde 

2 0 biologique, elles peuvent etre fabriquees par 
61ectropolymerisation d'un polym&re conducteur 
f onctionnalis6 par une sonde, par exemple suivant le 
proc6d6 decrit dans le document reference [5]. La 
particularity li6e k 1' utilisation du proc^de de 

25 1' invention est qu'on utilise les zones de capture pour 
capturer de manidre localisee sur chaque zone de 
travail une premidre goutte d'un premier liquide 
d'int6r§t contenant les reactifs n^cessaires k 
1' 61ectropolym6risation (monom&re organique). La 

30 f onctionnalisation par la sonde, peut etre r£alis6e 
simultan^ment a 1' 61ectropolym§risation, le premier 
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liquide d' interet contient alors aussi la sonde (par 
exemple monomere fonctionnalise par la sonde) . La 
f onctionnalisation peut aussi etre r6alis§e 
posterieurement a 1' electropolymerisation au moyen 
5 d'une deuxifeme goutte d' un deuxieme liquide d' inter§t 
(contenant la sonde) capturee par les memes zones de 
capture et, de ce fait localisee sur les mSmes zones de 
travail. En outre, les zones de travail ainsi 
fabriqu6es peuvent ensuite etre sechees f et elles 

10 peuvent servir, tou jours grace k leur zone de capture 
qui les entoure, & capturer une goutte d'un troisieme 
liquide d'inter§t k analyser, contenant une cible qui 
interagit avec la sonde (par exemple oligonucleotides 
complementaires) . Un quatri^me liquide d' interet peut 

15 encore etre utilise pour analyser (detection et/ou 
dosage) 1 ' interaction sonde/cible sur lesdites zones de 
travail, et ainsi de suite. 

Le microreacteur electrochimique qui peut etre 
utilise dans le precede de 1' invention peut servir par 

20 exemple aussi k effectuer des analyses 
eiectrochimiques, qualitatives et/ou quant itatives, 
d' analytes presents dans les gouttes capturee par les 
zones de capture. II . peut servir par exemple aussi a 
effectuer des analyses elect rochimiques, qualitatives 

25 et/ou quant itatives, d'une interaction moleculaire 
sonde/cible, la sonde etant fix6e sur les zones de 
travail, et la cible se trouvant dans les gouttes du 
liquide d' interet captur<§es. 

Dans un exemple particulier, ou la microcellule 

30 electrochimique est utilisee pour detecter une cible 
presente dans un echantillon liquide, par exemple en 
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10 



mettant en jeu une interaction de la cible a detecter 
avec une sonde spdcifique fixee sur les zones de 
travail, il est possible de detecter 

electrochimiquement ladite interaction par exemple avec 
amplification du signal par accumulation enzymatique 
dans une goutte d'un liquide d'int^ret, contenant un 
substrat enzymatique, captur<§e par la zone de capture 
qui entoure chaque zone de travail. Le document [4] 
expose un protocole operatoire utilisable pour ce type 
de detection, avec le proc£de§ de la presente invention. 

La detection d'une interaction sonde/cible sur 
une zone de travail peut faire intervenir un des autres 
moyens connus de l'homme du metier que la cellule 
61ectrochimique, par exemple un de ceux exposes dans la 
15 presente description, par exemple un proc^de optique. 
La microcellule electrochimique peut done servir dans 
ce cas uniquement a « fabriquer » les zones de travail, 
la detection d'une interaction sonde/cible 6tant 
ensuite effectu£e par un autre moyen, ou alors k 
20 analyser une interaction sonde/cible, la fabrication 
des zones de travail 6tant realisee par un autre 
proced<§, par exemple un de ceux connus de l'homme du 
metier dans le domaine des puces biologiques. 

De mani^re gendrale, selon 1' invention, 
25 lorsqu'une sonde est utilis^e sur les zones de travail, 
elle peut §tre choisie par exemple dans le groupe 
constitu<§ par une enzyme, un substrat d' enzyme, un 
oligonucleotide, un oligonucl6oside, une prot6ine, un 
r^cepteur membranaire d'une cellule eucaryote ou 
procaryote, un anticorps, un antig^ne, une hormone, un 
metabolite d'un organisme vivant, une toxine d'un 
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organisme vivant, polynucleotide / polynucieoside, ADN 
complement aire , ou un melange de celles-ci. Elle est 
bien entendu choisie en fonction de la cible avec 
laquelle elle devra interagir. 
5 A titre d f exemple egalement, la zone de travail 

peut posseder des dispositifs actifs ou de mesure, tels 
que des capteurs ou des actionneurs. Ces dispositifs 
peuvent s' aj outer aux zones de travail precitees, ou 
etre exclusifs suivant l'objectif vise dans la mise en 

10 oeuvre de la pr£sente invention. Les dispositifs actifs 
ou de mesure sont avantageusement situes au centre des 
zones de capture, Lorsque la zone de travail comprend 
un capteur, il peut etre choisi par exemple dans le 
groupe constitue des capteurs elect riques, magnetiques, 

15 eiectrostatiques, m^caniques (par exemple capteur de 
pression) , thermiques (par exemple capteurs de 
temperature) , optiques (par exemple dispositif de 
detection optique) et chimiques. Lorsque la zone de 
travail comprend un actionneur, il peut §tre choisi par 

20 exemple dans le groupe const itue des actionneurs 
optiques (source lumineuse) , electriques, magnetiques, 
eiectrostatiques, mecaniques (deplacement mecanique) , 
thermique (resistance chauffante) et chimiques* De tels 
capteurs et actionneurs, utilisables pour la mise en 

25 ceuvre de la present e invention, ainsi que leur procede 
de fabrication sont connus de l'homme du metier, 
notamment dans le domaine des laboratoires sur puce. 

Pour la mise en oeuvre du procede de 
30 1' invention, la, au moins une, zone de travail peut 
§tre une zone sensiblement non mouillante ou mouillante 



WO 2005/042164 



31 



PCT/FR2004/050527 



vis-^-vis du liquide d'intdret. Les inventeurs ont en 
effet note au cours de leurs experimentations que la 
mouillabilite de la zone de travail n'est pas 
d^terminante pour le f onctionnement du procede de la 
5 presente invention, lis ont en effet remarque, de 
mani^re tout a fait inattendue, que le proc<§d<§ de la 
presente invention peut aussi fonctionner lorsque la 
zone de travail est non mouillante vis-&-vis du liquide 
d'int6ret, pourvu que la goutte captur^e recouvre au 
10 moins partiellement ladite zone de travail. 

Les dimensions d'une zone de capture peuvent 
varier largement en fonction de 1' utilisation k 
laquelle elle est destinee et de sa nature (type de 

15 zone de capture, une ou plusieurs zones de travail par 
zone de capture, un ou plusieurs zone(s) de travail sur 
la surface active, etc). Par exemple pour un 
laboratoire sur puce ou un microsysteme, la zone de 
capture peut avoir un diametre allant de 5 pm ^ 5 mm. 

20 Lorsque la zone de capture est sous forme de bande, 
cette bande peut avoir une largeur de 1 k 500 pm et une 
6paisseur par rapport k la surface active de 0 k 
500 pm. La zone de travail, dont la dimension depend 
notamment de la zone de capture (la goutte captur£e 

25 devant recouvrir au moins partiellement cette zone de 
travail) peut avoir par exemple, avec les dimensions 
precipes de la zone de capture, un diametre tel qu'il 
touche la zone de capture qui l'entoure ou non. Par 
exemple, la zone de travail peut avoir un diametre de 

30 5 pm a 5 mm. 
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Selon 1' invention, la surface active peut aussi 
etre definie de la maniere suivante lorsque la zone de 
capture est sous la forme d'une bordure (voir figure 11 
a titre indicatif pour les references) : 
5 D : diametre interieur des gouttes, avec, par 

exemple, 15um ^ D ^ 5mm ; 
L : espacement entre gouttes ; 

e : section du muret la plus large, avec, par 
exemple, 20um £ e £ 100pm ; et 
10 h : hauteur du muret, avec, par exemple, 

5um £ h £ 20um ; 
avec h/D < 0,15 ; e/D < 0,33 ; et h/L < 0,3. 
Ainsi, a titre d' exemple, les bordures se 
presentent avantageusement sous la forme d'anneau, 
15 eventuellement avec une des formes geometriques 
precitees, dont la hauteur (h) a partir de la surface 
active est de 5 a 20 urn ; dont la section (e) de 
l'anneau au niveau de la surface active est de 20 a 100 
urn ; et dont le diametre (D) a 1' interieur de' la 
bordure, delimitant la zone de travail, est de 15 urn a 
5 mm. 



20 



Dans le domaines des laboratoires sur puces et 
des microtechnologies, ou la dimension caracteristique 
des zones de capture est proche de 100 urn, 
1' orientation de la boite n'a pas d' importance car les 
forces de gravite deviennent negligeables devant les 
forces de capture de la goutte par les zones de capture 
issues d' interactions a courte distance. En revanche, 
pour des applications visant des echelles de taille 
plus elevees pour la mise en oeuvre de la presente 
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invention, la boite utilisee est bien entendu 
pr6f6rentiellement placee horizontalement • avec une 
structuration de la surface active pour former les 
zones de capture et de travail vers le haut. 
5 Le proc6de de la presente invention peut etre 

schematise en deux Stapes de la mani£re suivante : 

remplissage total ou partiel de la boite , 
ou chambre fluidique, par le liquide d'int£ret de 
maniere a couvrir la ou les zone (s) de capture, puis 

10 - extraction du liquide de la boite. 

Seule(s) la ou les zones de capture retiennent 
chacune une goutte du liquide d'int<§r§t, la surface 
active 6tant non mouillante. 

La mise en oeuvre du precede de la presente 

15 invention dans ses diff^rentes applications peut done 
faire intervenir successivement une operation qui se 
d^roule collect ivement, puis des operations 
individuelles au niveau de chacune des gouttes formees. 
Ainsi, dans une premidre operation, dite collective, le 

20 proced§ de 1' invention permet le passage d'une veine 
fluidique du liquide d'int6r§t, par exemple inject6e 
dans ladite boite, a une matrice de gouttes, ou micro- 
volumes, ind^pendantes les unes des autres. Ensuite, 
des proc£d6s de detection et/ou de reactions chimiques 

25 ou biochimiques connues de l'homme du metier peuvent 
etre mis en oeuvre individuellement (operation 
individuelle) , en parall^le ou successivement, dans 
chacune des gouttes captur£es par les zones de capture 
pour d^tecter et analyser des cibles pr^sentes dans le 

30 liquide d'int6ret. 
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Ainsi, la present e invention se rapport e 
egalement & 1' utilisation du proc6de de 1' invention 
dans des laboratoires sur puce et microsystemes pour la 
chimie ou la biologie, par exemple pour 1' analyse et/ou 
5 la detection d'analytes cibles presents dans un liquide 
d'int6r§t k analyser. Les laboratoires sur puce et 
microsystemes pouvant eux-memes Stre obtenus en mettant 
en oeuvre le proc6d£ de 1' invention, comme cela 
apparait k l'homme du metier k la lecture de la 

10 pr6sente description. 

La pr^sente invention se rapporte 6galement k 
un proced6 de detection d' au moins une molecule 
susceptible d'etre pr^sente dans un liquide d'int^ret, 
ledit procede comprenant les 6tapes suivantes : 

15 - repartition localis£e de gouttes de liquide 

d f int6ret sur une surface active dans une boite suivant 
le proc§d<§ de la presente invention, et 

— detection eiectrochimique dans lesdites 
gouttes, de la, au moins une, molecule susceptible 

20 d'§tre presente 1 

La boite utilis^e dans ce proc6de comprend un 
substrat, une surface active, des zones de captures 
arrang§es avec des zones de travail qui sont des 
microcellules 61ectrochimiques . Le substrat, la 

25 structuration pour former la zone de travail, le 
traitement de la surface du substrat destine k la 
rendre sensiblement non mouillante, et la structuration 
de la surface destin£e k former la zone de capture 
d'une goutte du liquide d'int^ret sont d6finis ci- 

30 dessus. 
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La presente invention se rapporte egalement & 
un proced6 de detection optique d' au moins une molecule 
susceptible d'etre presente dans un liquide d'interet, 
ledit procede comprenant les Stapes suivantes : 
5 - une repartition localis<§e de gouttes du 

liquide d'interet sur une surface active dans une boite 
suivant le proc6de la presente invention,, et 

- detection dans ladite boite, dans au moins 
une desdites gouttes, de la, au moins une, molecule 
10 susceptible d'etre presente au moyen d'un detecteur 
optique. 

La boite utilis6e dans ce procede comprend un 
substrat, une surface active, des zones de captures 
arranges avec des zones de travail, ces dernieres 

15 6tant des d^tecteurs optiques. Le substrat, la 
structuration pour former la zone de travail, le 
detecteur optique, le traitement de la surface du 
substrat destine & la rendre sensiblement non 
mouillante, et la structuration de la surface destin6e 

20 k former la zone de capture d' une goutte du liquide 
d'interet sont d^finis ci-dessus. 

La detection optique peut §tre r6alisee apr^s 
une mise en oeuvre d'une reaction 61ectrochimique dans 
les gouttes capturees (dans le cas ou les zones de 

25 travail comprennent , en plus du detecteur optique, une 
cellule 61ectrochimique) , ou chimique ou biochimique 
dans la goutte captur^e (par exemple une reaction 
enzymatique mettant en Evidence une interaction 
sonde/cible sur la zone de travail recouverte par la 

30 goutte du liquide d'interet). 
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Selon 1' invention, des detections de 
differentes molecules susceptibles d'etre presentes 
dans le liquide d'interet peuvent etre r£alis6es en 
parallele, simultanement ou successivement, dans 
5 differentes gouttes de liquide d f int6rdt captives sur 
ladite surface active dans la boite. 

Selon 1' invention, le, au moins un, analyte k 
detecter peut etre choisi par exemple parmi les 
molecules biologique ou chimique. Les molecules 

10 biologiques peuvent etre choisies par exemple dans le 
groupe constitue par une enzyme, un substrat d' enzyme, 
un oligonucleotide, un oligonucieoside, une proteine, 
un r^cepteur membranaire d'une cellule eucaryote ou 
procaryote, un virus, un anticorps, un antigene, une 

15 hormone, un metabolite d'un organisme vivant, une 
toxine d'un organisme vivant, un nucleotide, un 
nucleoside, un ADN compiementaire . La molecule chimique 
peut §tre toute molecule qui doit etre analysee 
qualitativement et/ou quantitativement . 

20 Selon 1' invention, des detections de differents 

analytes susceptibles d'etre presents dans le liquide 
d'interet peuvent etre realisees en parallele, 
simultanement ou successivement, dans differentes 
gouttes de liquide d'interet captives sur ladite 

25 surface active dans la boite. 

La presente invention se rapporte egalement & 
un procede d' eiectropolymerisation de molecules 
presentes dans un liquide d'interet, ledit procede 
comprenant les etapes suivantes : 
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- repartition localisee de gouttes du liquide 
d'interet sur une surface active dans une boite suivant 
le proc^de de 1' invention, et 

- 61ectropolymerisation dans ladite boite , 
5 dans les gouttes dudit liquide d'interet , des molecules 

h polymeriser . 

La boite utilis^e dans ce procede comprend un 
substrat/ une surface active, des zones de captures 
arrangees avec des zones de travail, ces derni^res 

10 etant des microcellules eiectrochimiques . Le substrat, 
la structuration pour former cette zone de travail, le 
traitement de la surface du substrat destine k la 
rendre sensiblement non mouillante, et la structuration 
de la surface destinee a former la zone de capture 

15 d'une goutte du liquide d'inter§t sont definis ci- 
dessus. Le polymere peut §tre par exemple l'un 
quelconque des polym^res utilises pour la fabrication 
de puces biologiques, par exemple du polypyrrole, de la 
polyaniline, du polyazuiene, d'un polythiophene, 

20 polyindole, polyfurane, polyf luor^ne . 

L' invention a done pour objet principal un 
procede permettant la formation d'une matrice & haute 
density de gouttes d'un liquide d'interet sur une 

25 surface, dans une chambre f luidique (boite) , de 
preference fermee, avec uniquement des connexions de 
fluide. 11 n'est done necessaire de faire appel & un 
systeme exterieur (appareillage de distribution de 
gouttes) de dispense de gouttes, Le procede de 

30 1' invention permet de realiser tres f acilement et tr£s 
rapidement une telle matrice de gouttes, et a un cout 
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tres r^duit (pas d' appareillage de distribution de 
gouttes) • Toutes les applications possibles du proced6 
de 1' invention beneficient de ces avantages. 

L' application la plus basique du proced6 de 
5 1' invention est la fabrication de laboratoires sur puce 
ou microsyst^mes d f analyse. En effet, le liquide 
d'int6r§t peut comprendre tous les 616ments chimiques 
n6cessaires a la fabrication de laboratoires et 
microsy st ernes , par exemple un monom^re pour sa 

10 polymerisation localisee a l'endroit de chaque goutte 
sur la surface active, un tel monomere f onctionnalise 
par une sonde, une sonde a fixer sur un polymere de 
maniere localisee a l'endroit de chaque goutte du 
liquide d'int6r§t, des r^actifs chimiques et/ou 

15 biochimiques k d^poser de maniere localisee sur une 
surface, des marqueurs, etc. 

Dans des proc£d£s de chimie ou de biochimie, 
et/ou dans des precedes d' analyse, k plusieurs etapes 
utilisant le proc6d6 de l r invention, il n'est pas 

20 necessaire que toutes les etapes conduisent & la 
formation de gouttes. En effet, rien n'empeche que 
certaines Stapes soient r^alisees en couvrant la 
totality des zones de capture par un liquide puis en 
vidant la boite de ce liquide de telle maniere qu'il ne 

25 reste pas de gouttes captives par les zones de capture 
(par exemple par injection dans la boite d'un gaz sous 
pression ou par agitation 6nergique, etc) . 

II est par ailleurs possible de capturer 
successivement diff6rentes gouttes d f un ou de plusieurs 

30 liquides d'inter§t sur une meme zone de travail gr§ce k 
la zone de capture qui l'entoure, Chaque liquide 
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d' int£ret pent contenir un ou plusieurs reactif (s) 
necessaire (s) par exemple pour r£aliser une des etapes 
d'un proc^de de chimie ou biochimie, par exemple pour 
fabriquer les zones de travail et/ou ou pour effectuer 
5 des analyses . La succession des dif f erentes gouttes sur 
une m§me zone de travail permet par exemple de r£aliser 
diff^rentes Stapes successives d'un proc6d6 mis en 
oeuvre gr&ce au proc6d6 de 1' invention sur les zones de 
travail entourees par leur zone de capture. L' ensemble 
10 de ces 6tapes de proc6d6 est done avantageusement 
localise sur les zones de travail. 

Cette invention peut s'appliquer dans des 
domaines tres varies. Ainsi, les microsyst^mes pour la 

15 chimie et la biologie, commun<§ment appel^s Laboratoire 
sur Puce (LOC) ou MicroSyst^me d' Analyse Tot ale (pTAS) 
pourront b6n6ficier de cette invention pour tous les 
cas oix il est necessaire de travailler avec des 
densit6s 61ev<§es de sites sur une surface et 

20 d' effectuer en deux temps une 6tape collective, puis 
une etape individuelle . Par exemple, les puces & ADN ou 
a prot^ines sont concern£es par cette invention. En 
outre, cette invention peut s'appliquer partout ou il 
est necessaire de former des matrices contrdlees de 

25 gouttes ou de produits : s^chage localise de produits 
pharmaceutiques, formation de taches (« spots ») 
color^s, greffage localise de molecules k analyser 
qualitativement et/ou quantitativement . Par ailleurs, 
ce nouveau proc6d§ permet de travailler en tres faible 

30 volume et done d'envisager des applications ou il faut 
gtre econome en reactifs : par exemple catalyse 
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homogene, molecules & haute valeur ajoutee de chimie 
pharmaceutique . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
5 l f invention se presenteront encore k l'homme du metier 
k la lecture des exemples qui suivent donnes k titre 
illustratif et non limitatif en reference aux figures 
annex6es . 

10 Breve description des figures 

- La figure 1 est un schema repr^sentant en 
coupe transversale un exemple de mise en oeuvre du 
procede de la pr^sente invention pour la creation d'une 
matrice de gouttes. 

15 - La figure 2 est une representation 

sch^matique de diff^rents modes de realisations 
possibles du proc6d6 de 1' invention en utilisant 
diff^rentes boites fermees, qui different notamment par 
la disposition des ouvertures d'entr6e et de sortie du 

20 liquide d'int6r§t. 

- La figure 3 est un schema repr^sentant en 
coupe transversale un dispositif utilisable pour la 
mise en oeuvre du proc6de de 1' invention dans lequel les 
moyens d' introduction du liquide d'interet dans la 

25 boite fermee et d' extraction du liquide d'interet de la 
boite utilisent une m§me ouverture de cette boite, 

- La figure 4 est un schema en vue du dessus, 
r6alis6 k partir de photographies experiment ales, d'une 
surface active (S) sur laquelle une matrice de gouttes 

30 est form^e en utilisant le proc6de de la pr6sente 
invention : k gauche la surface sans gouttes avant la 
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mise en oeuvre de ce precede, et & droite, la surface 
avec la matrice de gouttes (g) retenues par les zones 
de capture (Zc) lorsque le liquide d'int^ret a 6te 
extrait de la boite, dans la derniere etape du procede 
5 de T invent i on . 

- Les figures 5, 6 et 7a) & 7c) representent 
schematiquement diff6rentes formes de zones de capture 
utilisables pour la mise en oeuvre du proc£d£ de la 
pr^sente invention, notamment lorsque ces zones 

10 entourent une zone de travail. 

- La figure 8 represente schematiquement un 
dispositif utilisable pour la mise en oeuvre du procede 
de 1' invention, dans lequel la zone de travail est un 
microsyst^me 61ectrochimique . 

15 - Les figures 9a) et 9b) sont deux 

photographies illustrant la mise en oeuvre du procede de 
1' invention sur un dispositif dans lequel la zone de 
travail est une microcellule . electrochimique : la 
figure 9a) avant capture d'une goutte du liquide 

2 0 d'int6r§t, et la figure 9b) apres capture d'une goutte 
du liquide d'inter§t. 

- La figure 10 est un graphique montrant la 
detection, au niveau d'une zone de travail, d'un 
produit d'une reaction enzymatique au sein d'une goutte 

25 capturee par la mise en oeuvre de la presente invention, 

- La figure 11 est une representation 
sch6matique en coupe de deux types de cuvettes : a 
gauche les cuvettes de l'art ant£rieur, et k droite les 
cuvettes conformes a la pr6sente invention. 
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EXEMPU5S 

Dans ces exemples, la structuration du substrat 
pour former les zones de capture de gouttes du liquide 
d'interet est g<§neralement annulaire, de mani£re a 
5 d£gager une zone de travail au centre de chaque zone de 
capture. 

Example 1 : exeraple de fabrication d'une surface active 
non mouillante vis-a-vis d'un liquide d' interet aqueux 

10 Un substrat de silicium (Si) avec une couche 

sup£rieure d'oxyde de silicium (Si0 2 ) de 300 nm est 
traite avec un silane hydrophobe (1H, 1H, 2H, 2H 
perf luorod£cyl-trichlorosilane) pour rendre la surface 
hydrophobe . 

15 Le protocole est le suivant : aprfes traitement 

dans un melange soude/eau/ethanol k 3,5 M pendant 2 
heures k temperature ambiante pour g£n£rer les sites 
silanols, le substrat est place pendant 10 minutes k 
temperature ambiante dans un melange toluene 

20 anhydre/silane hydrophobe k 9 mM en concentration de 
silane. II est ensuite lave avec du toluene puis de 
1' acetone, puis de l'ethanol et finalement nettoye aux 
ultrasons pendant 5 minutes dans l v 6thanol. Le substrat 
est ensuite place dans une 6tuve pendant 1 heure a 

25 110 °C. L' angle de contact mesur6 avec l'eau est de 
110°. 
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Exenrple 2 : fabrication d'une zone de capture 
constitute d'un materiau support dispose sur la surface 
active utilisable pour la mise en oeuvre du procede de 
1' invention 

5 Sur substrat de Si avec une couche de Si0 2 de 

300 nm, realisation d'etapes standard pour l'homme du 
metier de la microeiectronique : 

- depot de 300 nm de platine (Pt) par 
pulverisation ; 

10 - photolithographie dans une r6sine photosensible 

avec ouverture d f un motif circulaire relie a 
une bande d'arrivee de courants ; 

- dans un reacteur a plasma, gravure ionique 
complete du Pt dans les zones sans resine ; 

15 - retrait de la resine dans un bain d' acide 

nitrique ; 

- dans un reacteur k plasma, depot chimique en 
phase vapeur de 500nm de Si0 2 ; 

- photolitliographie dans une resine photosensible 
20 avec ouverture du motif circulaire ; 

- dans un reacteur ci plasma, gravure ionique 
complete de 500nm de Si0 2 dans les zones sans 
resine ; et 

- retrait de la resine dans un bain d' acide 
25 nitrique. 

La figure 7a est une representation schematique 
d'une zone de capture circulaire constituee d'un 
materiau support et entourant une zone de travail 
30 obtenue. 
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Exeittple 3 : fabrication d'une zone de capture 
constituee de silicium noir utilisable pour la mise en 
oeuvre du procede de 1' invention 

Sur un substrat de Si (toutes ces etapes sont 
trds bien connues de l'homme du metier de la 
micro^lectronique) : 

- photolithographie dans une r6sine photosensible 
avec ouverture d'un motif en couronne ; 

- dans un r£acteur k plasma, gravure reactive 
ionique d' environ 3pm de silicium suivant le 
protocole d^crit dans le document [11] pour 
former du silicium noir ; 

- nettoyage de la surface en fin de gravure par 
passage dans un reacteur & plasma Plassys MDS 
150 (society Plassis, France) avec les 
conditions suivantes : puissance 500W, temps de 
reaction 4 minutes, pression 21,33 Pa 

• (160 mTorrs), debit d' oxyg^ne 25cm 3 /min. / 
temperature ambiante ; et 

- ret rait de la resine dans un bain d' acide 
nitrique. 

Le silicium noir form6 sur ces zones 
d6termin6es est fortement hydrophile, tandis que le 
25 silicium est sensiblement non mouillant vis-^-vis des 
liquides d'interet aqueux (6chantillons) . 

Les figures 5 et 6 montrent sch6matiquement 
diff^rentes zones de captures fornixes autour de leur 
zone(s) de travail. La structuration fine a et£ 
30 r6alis6e de manidre k creer une bande de silicium noir, 
ouverte ou fermee, qui constitue la zone de capture 
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(Zc), autour d'une zone prevue pour former la zone de 
travail (Zt) . Sur la figure 6, une zone de capture est 
amenag6e autour de deux (a droite) ou quatre (a gauche) 
zones de travail. 
5 La zone grav^e ne necessite pas d' autre 

modification chimique. Ce dispositif de l f invention est 
destine k §tre utilises avec des liquides d'int<§r§t 
aqueux . 

10 Example 4 : fabrication d'une zone de capture sous 
forme d'une electrode de capture par mouillage 
utilisable pour la mise en oeuvre du procede de 
1' invention 

4.1 ZONE DE CAPTURE SOUS FORME D'UNE ELECTRQDE DE 
15 CAPTURE : 

Sur un substrat de Si avec une couche de Si0 2 
de 300 nm, les Stapes suivantes sont realis£es : 

a) Les m§mes etapes que dans l'exemple 2 sont 
realis^es pour disposer une Electrode (mat^riau 
20 support) sur la surface active. 

0) Realisation de la surface active non mouillante 
vis-i-vis du liquide d'int6r§t sur 1' ensemble 
du substrat pour le rendre hydrophobe comme 
dans l'exemple 1. L' Electrode est ensuite 
25 nettoy6e par voie chimique avec une solution de 

soude/eau/6thanol. Pour ce faire, une goutte 
d'un melange soude/eau/6thanol k 3,5 M est 
d6pos6e sur les electrodes pendant 2 heures & 
temperature ambiante. Les Electrodes sont 
30 ensuite lavees k I'eau puis s6ch6es. 
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y) Dans des experimentations supplement aires, une 
barriere hydrophile a 6te realisee sur 
1' elect rode par electropolymerisation en 
conditions potentiostatiques d'un pyrrole 
5 porteur de fonctions alcools (fonctions 

mouillantes vis-k-vis d'un liquide d'interet 
aqueux) en position 3. Ce polypyrrole est 
g6n£r6 & partir d'une solution de pyrrole-3- 
ethanol 100 mM et de perchlorate de lithium 
10 (LiC10 4 ) 0,5 M. Un potentiel de IV vs 

Ag/AgCl/Cl* est appliqu6 pendant 5 secondes . 
L' angle de contact mesure avec I'eau sur 
1' electrode est de 53°. 



15 La figure 7a est une representation schematique 

d'un dispositif selon 1 ' invention obtenu en utilisant 
le protocole de cet exemple. Sur cette figure, la zone 
de capture (Zc) , entourant la zone de travail (Zt) , est 
formee par une Electrode recouverte d'un polypyrrole 

20 porteur de fonctions mouillantes (fonctions alcools) • 

4.2 ZONE DE CAPTURE SOUS FORME D'UNE BANDE 
MOUILLANTE : 

Sur un substrat de Si avec une couche de Si02 
25 de 300nm, les stapes suivantes ont 6te realis^es : 

a) Realisation de la surface active non mouillante 

vis-&-vis du liquide d'int£r§t sur 1' ensemble 

du substrat pour le rendre hydrophobe comme 

dans 1 ' exemple 1 . 
30 P) Photolithographie dans une r^sine photosensible 

de type negative (r6f6rence NFR-015 du 
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fournisseur Shipley) avec une ouverture d' un 
motif en couronne, pour former la zone de 
capture (ou bande mouillante) ; 
7) Destruction du silane hydrophobe dans les 
5 motifs ouverts de la resine photosensible par 

passage dans un reacteur a plasma Plassys MDS 
150 (societe Plassys, France) avec les 
conditions suivantes : puissance 500W, temps de 
reaction 4 minutes, pression 21,33 Pa 

10 (160 mTorrs), debit d' oxyg&ne 25cm 3 /min., 

temperature ambiante ; et 
5) Realisation de la zone de capture par 
silanisation avec un silane porteur de 
fonctions amines (fonctions mouillantes pour le 

15 liquide d' inter^t aqueux) . Le substrat est 

plac6 dans une solution de. Y~^ m i n oP r opyl 
triethoxysilane & 10% en volume dans l'ethanol. 
Apr£s une nuit k temperature ambiante, le 
substrat est lave k l'ethanol et enfin laisse 

20 pendant trois heures dans une etuve h 110 °C. 



Exemple 5 : fabrication de zones de capture constitutes 
de bordures utilisables pour la mise en oeuvre du 
pro cede de 1' invention 

25 Sur une plaque neuve de silicium est effectute 

une etape de photolithographie avec u ne resine epaisse 
photosensible Clariant AZ4562 (marque de commerce) de 
la maniere suivante : 

- d6p6t d' un promoteur d' adherence , qui est ici 

30 de l'hexamethyienedisilazane, en four & 120 °C, 
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- couchage de r6sine sur tournette k 
1000 tour/minute pendant 30 s avec une 
acceleration de 200 tours /minute/ s, 

- recuit sur plaque chauffante 115 °C pendant 2 
5 minutes , 

- insolation sur machine d 1 insolation Karl Suss 
MA750 (marque de commerce) pendant 50 s en mode 
discontinu (5x10 secondes avec 5 secondes de 
pause) a travers un masque, 

10 - d£veloppement dans une solution Shipley MF319 

(marque de commerce) dilute dans les 
proportions 1:3 avec de l'eau d£sionisee, 

- ringage k l'eau d§sionisee et sechage sous flux 
d' azote, 

15 - recuit sur plaque chauffante a 115°C pendant 3 

minutes, puis a 150 °C pendant 1 minute, 

- mesure d'epaisseur : 13 pm. 

Sur le masque utilise pour 1' insolation, tous 
20 les motifs representent des anneaux dont les murets ont 
une largeur de 35 pm avec des combinaisons variees 
entre leur diametre (100 k 1000 pm) et la distance 
inter-centre entre deux bordures (couronnes) (50 h 
1000 pm) . 

25 3025 cuvettes (c) sur une surface de 1 

centimetre carre ont pu etre obtenues aisement. 

La figure 11, a droite, represente 
schematiquement les zones de captures (Zc) obtenues, 
sous la forme de bordures. Ces zones de captures 

30 forment des cuvettes (c) capables de capturer une 
goutte (g) d'un liquide d'interet. 
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Exemple 6 : Fabrication de zones de travail 
fonctionnalisees par une sonde utilisables dans le 
procede de 1' invention 

5 Dans cet exemple , une zone de travail 

comprenant quatre electrodes est fabriqu^e et utilis^e. 
Sur un substrat de Si avec une couche de Si02 de 
300 run, realisation d'etapes standard pour l'homme du 
metier de la micro^lectronique : 
10 - dep6t de 300 run de platine (Pt) par 

pulverisation ; 

- photolithographie dans une resine photosensible 
avec ouverture des motifs de la microcellule, 
de 1 ■ electrode de capture et des bandes 

15 d'arriv^e de courants ; 

- dans un r^acteur k plasma/ gravure ionique 
complete du Pt dans les zones sans resine ; 

- retrait de la r6sine dans un bain d' acide 
nitrique ; 

20 - dans un reacteur k plasma, d6pot chimique en 

phase vapeur de 5 00nm Si02 / 

- photolithographie dans une resine photosensible 
avec ouverture des motifs des Electrodes de la 
microcellule et de 1* electrode de capture ; 

25 - dans un reacteur a plasma, gravure ionique 

complete de 500nm de Si02 dans les zones sans 
r6sine ; et 

- retrait de la resine dans un bain d' acide 
nitrique . 



30 
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L' Electrode de travail (We) (voir fig. 8) , la 
contre-electrode (CE) et l f electrode annexe utilis^e 
pour former la zone de capture (Zc) sont en platine 

(d6pot 5000 A environ) . Une Electrode de reference 
5 Ag/AgCl/Cl" (Rf) est egalement pr^sente (voir figure 
8) . 

Une Electrode de reference Ag/AgCl/Cl" (Rf) est 
egalement pr^sente. Cette electrode est obtenue par 
d6pot d' argent sur le platine avec le protocole 
10 suivant : 

- preparation de 10 ml de solution contenant 
AgN0 3 0,2 M, Kl 2 M, Na 2 S 2 0 3 0, 5 mM ; 
un potentiel de -0,65 V vs ECS (Electrode au 
calomel satur£) est impost pendant 90 secondes 
15 (suivi par chronoamp6rometrie) sur 1* electrode 

de reference. Un depot gris/blanc est obtenu. 
La zone de travail est ensuite rincee a l'eau ; 
et 

la zone de travail avec 1" electrode modifi^e 
20 pr6c6demment est plong^e dans une solution de 

HC1 0/1 M et on impose un potentiel de 0,5 V vs 
ECS pendant 30 secondes pour chlorer le d6p6t 
d' argent. Le substrat est ensuite rinc4 k 
1 • eau. 

25 L 1 ensemble de chaque zone de travail a 6te 

silanise avec un silane hydrophobe suivant le protocole 
decrit dans 1 ■ exemple 1 . 

La barriere hydrophile est r£alis6e sur 
1' Electrode de capture selon le protocole decrit dans 

30 1" exemple 4.1-5. 
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La contre-eiectrode (CE) est ensuite 
f onctionnalisee avec un copolymere conducteur 
pyrrole/pyrrole f onctionnalise en position 1 par la 
fonction biologique (ici un oligonucleotide sonde) [5] . 
5 1/ <§lectropolymerisation est localis6e sur la contre- 
eiectrode de la zone de travail. 

Pour tester cette zone de travail , 
1' oligonucleotide sonde est hybride avec un 
oligonucleotide cible (100 pM) porteur d'un marqueur 

10 enzymatique (HRP "Horse Radish Peroxidase") dans un 
tampon (NaCl 1 M/Tris 10 inM/EDTA 1 mM/Triton X100 
0/ 05%) • Apres des lavages dans le meme tampon mais sans 
triton, la solution de revelation (OPD + H 2 0 2 + tampon 
phosphate-citrate 50 niM) est introduite sur le 

15 dispositif de la presente invention puis aspiree, Une 
fraction de liquides est bien laiss^e de maniere 
localisee sur la zone de travail comme le montrent les 
photographies de la figure 9 : 

— k gauche , avant que le dispositif ne soit 
20 recouvert de la solution de revelation, on distingue le 

dispositif de la presente invention sans la goutte ; et 

- k droite, apres que la solution de 
r6v61ation ait ete aspiree, on distingue le dispositif 
de la presente invention ayant capture grace h sa zone 

25 de capture (bande hydrophile) une goutte de la solution 

de revelation. 

Apr^s 5 minutes de revelation , le produit 

enzymatique est detecte par voltamperometrie pulsee 

dif ferentielle sur 1' electrode de mesure (WE) . Les 
30 resultats de cette detection sont repr6sentes par le 

graphique de la figure 10 annexee» 
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La figure 8 est une representation schematique 
d'une microcellule elect rochimique d'un dispositif 
selon 1' invention obtenu en utilisant le protocole de 
cet exemple. Sur cette figure, la zone de travail est 
5 constituee de 1' Electrode de mesure ou electrode de 
travail (WE) , du polymere conducteur porteur de 
1 ' oligonucleotide (Po) depose sur la contre-electrode 
(CE) et de la zone de capture (Zc) formee par 
l 1 electrode la plus externe sur laquelle le polymere 
10 porteur des fonctions alcools a ete depose (Pm) . 
L' ensemble est realise sur la surface active (Sa) non 
mouillante • 

Example 7 : Fabrication d'une boite convenant a la mise 
15 en osuvre du procede de 1' invention 

On capot creux en polydimethylsiloxane (PDMS) 
est fabrique par moulage sur un moule en verre avec un 
motif carr6 en sur^paisseur de 1 mm. 

Sur un dispositif de la presente invention plan 

20 comme ceux obtenus dans les exemples precedents, ce 
capot creux est fixe de mani£re hermetique par collage 
avec de la colle reticulant par insolation aux* rayons 
ultraviolets (VITRALIT 6181) . Les connexions pour les 
entries et sorties des fluides sont realisees par 

25 pergage du capot avec des aiguilles de faible diametre. 
L' aiguille d' entree est reliee k des tubes de transport 
de fluide et k une seringue pleine du liquide 
d'inter§t. L 1 ensemble final est teste pour detecter 
d' eventuelles fuites, sachant que le liquide doit 

30 passer uniquement par les connexions prevues & cet 
effet . 
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La figure 3 est une representation schematique 
de la boite obtenue dans cet exemple. 

D'autres dispositions des connexions d* entree 
et de sortie peuvent facilement etre r^alisees, et la 
5 figure 2 fournit des representations sch6matiques de 
diff^rentes boites. Sur cette figure, Bl, B2 et B3 
repr6sentent trois types de boites selon 1' invention 
avec des ouvertures d' entree (o) et de sortie (s) 
placees dif f §remment . Sb, Sa, Zc, Zt ont la meme 

10 signification que sur les figures pr£citees. Les 
diff£rents Elements qui la constituent la boite de 
1' invention sont repr6sent6s de la m§me mani^re sur les 
trois sch£mas. 

La figure 4 est une representation schematique 

15 vue du dessus d'une surface active qui est utilisee 
pour fabriquer une boite selon 1' invention. Cette 
surface active comporte 12 zones de capture et 12 zones 
de travail correspondantes . La surface active est non 
mouillante vis-^-vis du substrat. Differentes formes de 

20 zones de capture utilisable pour la mise en ceuvre du 
proc6d6 de 1' invention ont ete fabriquees, en 
particulier en anneau ou en disque. Elles sont 
representees sur les figures 5 et 6. 

25 Exemple 8 : Mise en ceuvre du proc6de de 1' invention 
pour la repartition localisee de gouttes et r^sultats 

La mise en ceuvre du proc6d6 de 1' invention est 
testae sur des boites fabriquees suivant 1' exemple 7 
pr£c6dent, avec les differentes zones de capture 
30 fabriquees suivant les exemples 2 & 6 ci-dessus. 
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La figure 1 represente le fonctionnement d'une 
boite ferm6e avec une premiere ouverture (o) 
d' introduction du liquide d'inter^t dans la boite, et 
une deuxi£me ouverture (s) d f extraction du liquide 
5 d'int£ret de la boite : le liquide d'interSt E est 
injects dans la boite (schema du haut) par la premiere 
ouverture (o) jusqu'S. remplissage (schema du milieu) , 
puis extrait par la deuxi&me ouverture (s) (schema du 
bas) . Le moyen d' in jection utilise est une seringue, et 

10 le moyen d f extraction utilise est une seringue. Une 
matrice de gouttes (g) est obtenue sur la surface 
active comme representee sur la figure 4 annexee, gr^ce 
aux zones de capture (Zc) . 

La figure 3 represente le fonctionnement d' une 

15 boite f entire avec une premiere ouverture (o) 
d' introduction du liquide d'int<§ret dans la boite et 
d' extraction du liquide d'int£ret de la boite, et une 
deuxieme ouverture (s) laissant de l'air contenu dans 
la boite sortir lors de 1' introduction du liquide 

20 d'int6ret dans celle-ci, et entrer dans la boite lors 
de l f extraction du liquide d'interet, Le liquide 
d'inter§t E est injects puis extrait de la boite par la 
une seule ouverture. Une matrice de gouttes (g) est 
obtenue comme represents sur la figure 4 annexee, 

25 Cet exemple montre qu'une matrice de gouttes 

(g) bien localis£es sur les diff6rentes zones de 
capture est obtenue gr&ce au proc£de de la presente 
invention. Le remplissage de la boite n'est pas 
obligatoire, pourvu que les differentes zones de 

30 capture soient couvertes par le liquide d'intSrSt. 
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Des experimentations realisees avec differentes 
formes de zones de capture, comme les formes 
representees sur les figures 5 et 6 montrent que ces 
zones de capture arrang^es avec des zones de travail 
sont egalement f onctionnelles pour la mise en ceuvre du 
proc^de de 1' invention. 

Example 9 : Procede de detection electrocliiniique 

Une boite est fabriquee suivant le protocole de 
l'exemple 7, avec des zones de capture et des zones de 
travail fabriquees suivant l'exemple 6. 

Le liquide d'intergt est constitue d'une 
solution de revelation comprenant le substrat de 
1' enzyme HRP : eau oxygen£e (H 2 0 2 ) et chromog^ne OPD 
15 (OrthoPhenyiene Diamine) . Cette solution est introduite 
dans la boite ferm6e de manidre k recouvrir les zones 
de capture, puis aspir£e hors de cette boite. 

Des gouttes du liquide d'int<§r£t sont bien 
captur6es par les zones de capture, et couvrent les 
20 zones de travail comme le montrent les photographies de 
la figure 9 annex£e : 

- & gauche, avant que la surface active ne 
soit recouverte du liquide d'interet : on distingue la 
zone de travail sans goutte ; et 
25 -it droite, apres que le liquide d'interet 

ait ete aspire : on distingue la zone de capture ayant 
capture une goutte du liquide d'inter§t. 

Apres 5 minutes de repos servant a la 
revelation de la reaction enzymatique, le produit 
enzymatique est detecte par voltamperometrie pulsee 
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dif f^rentielle. Les resultats de cette detection sont 
repr^sentes sur le graphique de la figure 10 annexee. 

La zone de capture entourant la zone de travail 
est done bien f onctionnelle, et le proc6d6 de 
5 1' invention permet bien de d^tecter un analyte dans 
chaque goutte capturee. 

Exenrple 10 : Precede d' electropolymerisation 

Une boite de travail est fabriquee suivant le 
10 protocole de l'exemple 7, avec des zones de capture et 
des zones de travail fabriquees suivant l'exemple 6. 

Comme dans exemple 6 ci-dessus une 
polymerisation de pyrrole f onctionnalis6 ou non a 6t6 
obtenue de mani£re localis^e aux gouttes captur^es par 
15 les zones de capture. 
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REVINDICATIONS 



1. Precede de repartition localisee de gouttes 
d'un liquide d'intergt sur une surface active d'un 
5 substrat, ledit proc6de comprenant les Stapes 
suivantes : 

une introduction du liquide d f inte§r§t dans 
une boite via des moyens d' introduction, ladite boite 
enfermant ladite surface active, et 
10 ~ une extraction du liquide d'interet de 

ladite boite via des moyens d' extraction, 

ladite surface active ainsi que les autres 
surfaces a l'int«§rieur de la boite 6tant sensiblement 
non mouillantes vis a vis du liquide d'interet a 
15 1' exception de plusieurs zones de capture localisees, 
form6es de mani&re determine sur ladite surface 
active, qui sont chacune appropri^es pour capturer une 
goutte du liquide d'interet, 

lesdits moyens d' introduction et d' extraction 
2 0 du liquide d'int<§r§t dans la boite <§tant disposes de 
telle manidre que lorsque le liquide d'interet est 
introduit dans la boite, il couvre lesdites zones de 
capture, et lorsque le liquide d'interet est extrait de 
la boite, une goutte dudit liquide d'interet reste 
captive de mani^re r^partie et localisee sur chaque 
zone de capture . 



25 



30 



2. Proc6d6 selon revendication 1, dans lequel 
chaque zone de capture est arrang6e avec au moins une 
zone de travail form£e sur ladite surface active de 
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telle manidre que cette zone de travail soit en contact 
avec la goutte de liquide d'interet captive. 

3. Proc6de selon la revendication 2, dans 
5 lequel au moins une zone de travail est une zone non 

mouillante vis-&-vis du liquide d'int6r£t. 

4. Proc6de selon la revendication 2 ou 3, dans 
lequel au moins une zone de capture a une forme 

10 annulaire, ouverte ou ferm<§e qui entoure la, au moins 
une, zone de travail arrangee avec elle. 

5. Proced6 selon la revendication 4, dans 
lequel la zone de capture de la goutte du liquide 

15 d'interet entoure plusieurs zones de travail. 

6. Proc6d6 selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 5, dans lequel la zone de travail 
est --une zone de detection d'une esp^ce chimique 

2 0 susceptible d'etre pr6sente dans le liquide d'int6r§t. 

7. Proc^de selon la revendication 6, dans 
lequel la zone de travail est une zone fonctionnalis^e 
par une sonde biologique. 

25 

8. Proced6 selon la revendication 7, dans 
lequel la sonde est choisie dans le groupe constitu6 
par une enzyme, un • substrat d' enzyme, un 
oligonucleotide, un oligonucl6oside, une prot6ine, un 

30 r^cepteur membranaire d' une cellule eucaryote ou 
procaryote, un anticorps, un antigene, une hormone, un 
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metabolite d'un organisme vivant, une toxine d r un 
organisme vivant, un polynucleotide, un polynucleoside, 
un ADN complement aire. 

5 9. Proc6d6 selon la revendication 6, dans 

lequel la zone de travail est une zone f onctionnalisee 
par une molecule chimique. 

10. Proc6de selon l'une quelconque des 
10 revendications 2 & 9, dans lequel la zone de travail 

est une zone d' interaction £lectrique et/ou chimique 
avec ladite goutte captive. 

11. Precede selon la revendication 10 , dans 
15 lequel la zone de travail est une microcellule 

61ectrochimique . 

12. Proc£de selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 9, dans lequel la zone de travail 

20 comprend un capteur choisi dans le groupe const itu6 des 
capteurs optiques, 61ectriques, magn£tiques, 

61ectrostatiques, m£caniques, thermiques et chimiques. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
25 revendications 2 a 9, dans lequel la zone de travail 

comprend un actionneur choisi dans le groupe constitu^ 
des actionneurs optiques, 61ectriques, magn<§tiques, 
61ectrostatiques, mecaniques, thermiques et chimiques. 

30 14. Proced6 selon l'une quelconque des 

revendications pr6c<§dentes, dans lequel au moins une 
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des zones de capture d'une goutte du liquide d'interet 
est une zone de capture electrique ou physique. 

15. Proc^de selon la revendication 14, dans 
5 lequel la zone de capture capture la goutte du liquide 

d'int6r§t par des forces capillaires. 

16. Proc6d6 selon la revendication 14, dans 
lequel la zone de capture capture localement la goutte 

10 de liquide d f int6r§t par mouillage . 

17. Proc^de selon la revendication 16, dans 
lequel la zone de capture capture localement la goutte 
de liquide d'interet du fait d'une mouillabilit6 de la 

15 zone de capture pour le liquide d'int^rSt plus 
importante que celle de la surface active. 

18. Proc£d<§ selon la revendication 16, dans 
lequel la zone de capture capture localement la goutte 

20 de liquide d'interet par 61ectro-mouillage . 

19. Proced6 selon la revendication 14, dans 
lequel la zone de capture capture la goutte de liquide 
d'interet par des interactions de type 

25 hydrophile/hydrophobe avec le liquide d'interet. 

20. Proc6d6 selon l'une quelconque des 
revendications prec<§dentes, dans lequel au moins une 
des zones de capture est en creux ou en saillie par 

30 rapport k la surface active sur laquelle elle est 
f orm6e . 
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21. Proced6 selon 1'une quelconque des 
revendications prec6dentes, dans lequel les zones de 
capture localisees, r£parties de mani&re d^terminee sur 

5 ladite surface active, forment une matrice. 

22. Prbc6d£ selon l'une quelconque des 
revendications pr<§c<§dentes, dans lequel les moyens 
d' extraction de liquide d f inter§t <§tant des moyens 

10 d' aspiration de celui-ci hors de la boite, l'etape 
d' extraction consiste a aspirer le liquide d'int6r£t de 
ladite boite. 

23. Proc6d6 selon l'une quelconque des 
15 revendications precedent es, dans lequel les moyens 

d' extraction de liquide d'int6r§t <§tant des moyens 
d' injection d'un fluide gazeux dans la boite, l'etape 
d' extraction consiste a injecter un fluide gazeux dans 
la boite de mani&re k expulser le liquide d'int<§r§t de 
20 ladite boite. 

24. Proc6de selon la revendication 23, dans 
lequel le fluide gazeux injects est satur£ en vapeur de 
liquide d'interet. 

25 

25. Utilisation d'un proc<§d<§ selon l'une 
quelconque des revendications pr<§c6dentes dans un 
laboratoire sur puce ou dans un microsyst^me pour la 
chimie ou la biologie. 

30 



WO 2005/042164 



63. 



PCT/FR2004/050527 



26. Utilisation d'un procede selon l'une 
quelconque des revendications 1 & 25 dans une puce 
biologique choisie dans le groupe constitue des puces k 
ADN, des puces a ARN, des puces a proteines, des puces 

5 & anticorps, des puces a antigdnes, des puces k 
cellule. 

27. Proc£d6 de detection d' au moins une 
molecule susceptible d'etre presente dans un liquide 

10 d'int^ret, ledit proc6d6 comprenant les etapes 
suivantes : 

- repartition localisee de gouttes de liquide 
d'int6ret liquide sur une surface active dans une boite 
suivant le precede de la revendication 1, et 

15 - detection 61ectrochimique dans lesdites 

gouttes, de la, au moins une, molecule susceptible 
d'etre presente dans ledit liquide d'int<§r§t. 

28. Proc<§de de detection optique d'au moins une 
20 molecule susceptible d'etre presente dans un liquide 

d'int^ret, ledit procede comprenant les etapes 
suivantes : 

- une repartition localisee de gouttes de 
liquide d'interet sur une surface active dans une boite 

25 suivant le proc6d6 de la revendication 1, et 

- detection optique dans lesdites gouttes, de 
la, au moins une, molecule susceptible d'etre presente 
dans ledit liquide d'interet. 

30 29. Procede selon la revendication 27 ou 28, 

dans lequel des detections de molecules differentes 
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susceptibles d'etre presentes dans le liquide d'int§r§t 
sont r£alis(§es en parall^le dans differentes gouttes de 
liquide d'interet captives sur ladite surface active 
dans la boite. 

5 

30. Proced<§ d' electropolymerisation de 

molecules presentes dans un liquide d'int6r§t, ledit 
proc<§d6 comprenant les 6tapes suivantes : 

- repartition localisee de gouttes de liquide 
10 d'interet sur une surface active dans une boite suivant 

le proced6 de la revendication 1, et 

- Electropolymerisation dans ladite boite, 
dans les gouttes dudit liquide d'interet, des molecules 
k polymeriser . 
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